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Αbkϋrzungsverzeichnis 
 
1O2 : Singulett-Sauerstoff 
ALA: aminolävulinsäure 
ANOVA: analysis of variance, Varianzanalyse 
cfu/ml: koloniebildende Einheiten 
cfu/ml: colony-forming-units 
E. coli: Escherichia Coli 
E. faecalis: Enterococcus faecalis  
F. nucleatum: Fusobacterium nucleatum  
He-Ne: Helium-Neon 
J/cm2:Joule pro Quadratzemtimeter 
LED: lichtemittierende Diode  
OD: optische Dichte 
P. gingivalis: Porphyromonas gingivalis 
PBS: phosphatgepufferte Salzlösung 
PDT: Photodynamische Therapie 
p-value: p-Wert ( Überschreitungswahrscheinlichkeit, Signifikanzwert 
RBY: tris-(2,20-bipyridine)-Ruthenium(II)-dikation  
RD3: tris-(4,7-diphenyl-1,10-phenanthroline)-Ruthenium(II)-dikation 
ROS=reactive oxidative species 
RSD3: tris-[(1,10-phenanthroline-4,7-diyl)-bis-(benzenesulfo-nato)]-
Ruthenate-tetra-anion  
UVA: Ultra-Violette-A-Strahlung 
UVB: Ultraviolette-B-Strahlung 
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Zusammenfassung 
Die Photodynamische Therapie ist eine alternative Methode zur Reduktion 
der Entzündung und zur Bekämpfung parodontopathogener Bakterien im 
Rahmen der Parodontitisbehandlung. Durch die Aktivierung eines 
Photosensitizers mit einer geeigneten Lichtquelle entstehen freie 
Sauerstoffradikale, die Bakterien abtöten können.  
Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung von drei speziellen 
Photosensitizern und die Testung des antibakteriellen Effektes auf die 
parodontalen Schlüsselbakteren Fusobacterium nucleatum und 
Porphyromonas gingivalis. 
Die parodontopathogenen Bakterienstämme wurden in vitro jeweils mit 
folgenden Photosensitizern inkubiert: (1) dem zweiwertigen hydrophoben 
Kation, tris-(4,7-diphenyl-1,10-phenanthroline)-Ruthenium(II)-dikation (RD3), 
(2) dem hydrophilen tetra - anion, 
tris-[(1,10-phenanthroline-4,7-diyl)-bis-(benzenesulfo-nato)] Ruthenate-tetra-
anion (RSD3) und (3) dem hydrophilen zweiwertigen Kation, 
tris-(2,20-bipyridine)-Ruthenium(II)-dikation (RBY). Anschließend erfolgte die 
photodynamische Aktivierung der Photosensitizer mit einer Halogenlampe 
(Wellenlänge: 450–485 nm) fϋr 20 Sekunden. Als Kontrolle dienten Bakterien, 
die (1) nur mit dem Photosensitizer behandelt, jedoch nicht mit Licht aktiviert 
wurden und (2) Bakterien, die weder mit dem Photosensitizer noch mit Licht in 
Kontakt kamen. Nach der Behandlung wurden die Bakterienspezies unter 
anaeroben Bedingungen kultiviert, und bzgl. ihrer Wachstumsraten (cfu/ml) 
analysiert.  
Die Ergebnisse zeigen, dass besonders die PDT mit dem Photosensitizer 
RD3 das bakterielle Wachstum hemmt. Dabei konnte die Vitalität von 
F. nucleatum um 4-log10 Schritte gesenkt werden, während das Wachstum 
von P. gingivalis komplett supprimiert wurde. Die antibakteriellen Effekte 
variierten in Abhängigkeit von der Konzentration. Die beste Wirkung konnte 
bei einer Konzentration von 12.5 mM erreicht werden. Das positiv geladene 
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hydrophobe Molekül RD3 bindet sich stärker an die negativ geladene 
Zellmembran als die beiden anderen Substanzen. Von den drei Substanzen 
zeigte insgesamt nur das hydrophobe, zweiwertige Kation RD3 im Rahmen 
der PDT eine besondere antibakterielle Wirkung auf F. nucleatum und 
P. gingivalis. Im Vergleich zu RD3 wurde für die anderen beiden 
Photosensitizer ein geringer bzw. nicht signifikanter phototoxischer Effekt 
ermittelt. Außerdem zeigte sich, dass die Bakterien, die nur mit dem 
Photosensitizer behandelt, jedoch nicht mit Licht aktiviert wurden und 
Bakterien, die nur mit Licht bestrahlt wurden im Vergleich zur Kontrollgruppe 
(ohne Photosensitizer, ohne Lichtaktivierung), keine statistisch signifikante 
Reduktion der Vitalität aufwiesen.  
In der vorliegenden Studie wurde bewusst eine geringe Energiedichte gewählt 
(14 J/cm2 für 20 Sekunden Bestrahlung), die praxisrelevant ist und eine 
übermäßige Erhitzung der Bakterienlösung verhindert. Außerdem wurden 
durch eine Waschprozedur mit PBS freie Photosensitizermoleküle aus dem 
Medium entfernt, da diese sonst als Filter gewirkt und den Effekt der 
Behandlung beeiträchtigt hätten.  
Es konnte für den Photosensitizer RD3 ein signifikanter phototoxischer Effekt 
auf die parodontalpathogenen Bakterien F. nucleatum und P. gingivalis 
nachgewiesen werden. RD3 ist somit ein geeigneter Photosensitizer für die 
antimikrobiellen PDT-Verfahren. Um den klinische Effekt nachweisen zu 
können, sollte zukϋnftig die Wirkung am Patienten untersucht werden. 
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Einleitung 
Die Parodontitis ist eine, der am häufigsten vorkommende Erkrankung der 
Mundhöhle. Basierend auf einer Infektion mit parodontalpathogenen 
Bakterien zeigt sich das klinische Bild in Form von apikalen 
Epitheleinwachsungen, dem Auftreten parodontaler Taschen, dem Verlust 
des Alveolarknochens, einer erhöhten Zahnmobilität und der Entzündung des 
parodontalen Weichgewebes (Flemming 1999). Die wichtigste therapeutische 
Maßnahme ist die Elimination der pathogenen Bakterien. Jedoch gestaltet 
sich die antibakterielle Therapie auf Grund der komplexen Struktur und 
Dynamik des bakteriellen Biofilms schwierig (Diaz 2006, Duarte 2010). F. 
nucleatum fungiert beispielsweise als Bindeglied zwischen den so genannten 
Früh- und Spätbesiedelern und schafft im Plaquebiofilm die geeigneten 
Bedingungen für die Ansiedlung anaerober Bakterien, wie z. B. P. gingivalis 
(Duarte 2010, Ximenez-Fyvie 2000). Dabei ist F. nucleatum die am häufigsten 
auftretende Spezies im subgingivalen Zahnbelag, sowohl bei initialer, 
lokalisierter Parodontitis als auch bei fortgeschrittenen Parodontaldefekten 
(Ximenez-Fyvie, 2000 Sigusch 2010).  
Für die antibakterielle Behandlung stehen bisher verschiedene Methoden zur 
Verfügung. Im Rahmen der konventionellen Parodontitistherapie werden 
mechanische Anwendungen, wie Scaling und Wurzelglättung, und die Gabe 
von Antibiotika kombiniert (Kaldahl 1993, van Winkelhoff 2000, Sigusch 
2002). Dennoch gibt es Parodontitisformen, die nur schlecht auf die 
Behandlung ansprechen und eine hohe Rezidivrate aufweisen (Walker 1993). 
Die Ursache dafür ist in der bereits beschriebenen Komplexität des 
bakteriellen Plaquebiofilms zu suchen (Haffajee 1988,1995). 
Alternative Methoden konzentrieren sich daher auf die Zerstörung der 
Biofilmstruktur und auf die anschließende Abtötung der Bakterien. Die 
Photodynamische Therapie (PDT) stellt in diesem Zusammenhang einen 
alternativen Behandlungsansatz dar. Bereits Mitte 2000 konnte die 
Arbeitssgruppe von Sigusch u.a. in verschiedenen Untersuchungen die 
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antibakterielle Wirkung und die positiven Effekte der PDT auf das klinische 
Bild der Parodontitis nachweisen (Pfitzner 2004, Sigusch 2005, 2010).  
Die Wirksamkeit der PDT basiert auf der Aktivierung von lichtempfindlichen 
Substanzen, die sich an die Zellmembran pathogener Bakterien angelagert 
haben. Unter Lichteinwirkung produzieren die so genannten Photosensitizer 
reaktive Sauerstoffverbindungen (ROS), die mit Bestandteilen der Bakterien, 
wie z.B. Enzymen, Nukleinsäuren, Lipiden oder Zellwandmolekülen 
interagieren und diese zerstören. Die Bakterien sterben ab (Bhatti 1998, 
2001, Jori 2004). Es gibt zahlreiche Verbindungen, für die bereits eine 
phototoxische Wirkung nachgewiesen werden konnte, z.B. Azine oder 
Cyanine, (Garcia-Fresnadillo 1996, Bhatti 1998, 2001, Hergueta-Bravo 2002, 
Jori 2004, Villen 2006). Für Rutheniumderivate liegen allerdings bisher nur 
wenige Untersuchungen vor. Beispielsweise wiesen Villen et al. (2006) die 
Abtötung von Enterococcus faecalis und Escherichia coli durch die PDT-
Behandlung mit einem Ruthenderivat nach. Das Besondere an dieser 
Substanzgruppe ist ihre hohe Lichtempfindlichkeit im blauen Spektralbereich. 
Damit muss die Aktivierung nicht mit einem speziellen Laser erfolgen, 
sondern es genügt auch die Anwendung einer Polymerisationslampe. Einige 
Autoren wiesen bereits die Wirksamkeit von sichtbarem Licht im Rahmen von 
PDT-Applikation nach (Satrom 1987, Paulino 2005). Meist wird jedoch zur 
photodynamischen Aktivierung eine Laserquelle verwendet, die 
entsprechende Gefahren, wie z. B. eine thermische und phototoxische 
Schädigung der Retina, aufweist (Satrom 1987).  
Bei der Anwendung von sichtbarem Licht bestehen diese Gefahren nicht. 
Bisher liegen keine Studien vor, die die Wirksamkeit von Rutheniumderivaten 
im Rahmen der photodynamischen Therapie mit einer Polymerisationslampe 
gegenüber parodontalpathogenen Bakterien untersucht haben. Aus diesem 
Grund war es Ziel der vorliegenden Studie, die Wirkung von drei 
Rutheniumderivate im Rahmen einer PDT-Anwendung mit sichtbarem Licht 
gegenüber den parodontalen Schlϋssekbakterien F. nucleatum und P. 
gingivalis zu untersuchen.  
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Ziele der Arbeit 
Bisher liegen keine entsprechende Untersuchungen vor, die die Wirksamkeit 
von Rutheniumderivaten im Rahmen der photodynamischen Therapie mit 
einer Polymerisationslampe gegenüber parodontalpathogenen Bakterien 
getestet haben.  
Die zentrale Fragestellung der vorliegenden Arbeit war, ob Rutheniumderivate 
auch phototoxisch auf F. nucleatum und P.gingivalis wirken können.  
Zur näheren Charakterisierung der Photosensitizerwirkung und deren 
Abhängigkeit von bestimmten biochemischen Eigenschaften wurden drei 
verschiedene Rutheniumderivate gewählt, die sich in Ladung, Hydrophilie und 
der Produktionsmenge von freien Radikalen unterschieden.  
Um selbstständige Effekte der Photosensitizer und der Lichtquelle 
auszuschließen, wurden Kontrolluntersuchungen durchgeführt, bei denen 
jeweils die Bakterien nur mit den Photosensitizern oder nur mit der Lichtquelle 
in Kontakt kamen. 
Als Lichtquelle zur Aktivierung der Photosensitizer kam eine Halogenlampe 
zum Einsatz, die bereits zur Polymerisation von Füllungsmaterialien in der 
zahnärztlichen Praxis in Anwendung ist. Dies war nur möglich, weil die 
Rutheniumderivate eine besonders hohe Lichtempfindlichkeit im blauen 
Spektralbereich aufwiesen. Damit könnte auf den Einsatz spezieller 
Lasertechnik verzichtet und die damit verbundenen Gefahren verringert 
werden.  
Außerdem wurde für die Untersuchungen eine geringe Energiedichte gewählt 
(14 J/cm2 fϋr 20 Sekunden Bestrahlung), um die Erwärmung niedrig zu halten 
und somit bereits Bedingungen zu schaffen, die für die spätere klinische 
Anwendung notwendig sind. 
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Diskussion 
Die Wirksamkeit der photodynamischen Therapie ist bereits in einigen 
Studien untersucht worden, sowohl in vitro als auch in vivo (Dobson 1992, 
Bhatti 1998, Feuerstein 2004, Pfitzner 2004, Sigusch 2005, de Oliveira 2007, 
Braun 2008). Dabei konnte die phototoxische Wirkung auf 
parodontopathogenen Bakterien von einigen Photosensitizern, wie z. B. 
Toluidinblau (TBO) und Chlor-Lysin-Derivaten nachgewiesen werden. Zum 
Beispiel wirkt TBO nach seiner Aktivierung mit einer He-Ne Laserquelle (30s) 
antibakteriell auf F. nucleatum und P. gingivalis (Feuerstein 2004). 
Die Laseranwendung steht jedoch in Zusammenhang mit hohen Kosten und 
Gefahren für die menschliche Gesundheit, z. B. durch Schäden an der Retina 
bei fehlenden Schutzmaßnahmen (Satrom 1987). Unter diesem 
Gesichtspunkt ist die Aktivierung durch weniger gefährliche Lichtquellen, wie 
eine Halogenlampe, interessant. 
In der vorliegenden Studie konnte nachgewiesen werden, dass die 
Kombination eines Rutheniumderivats mit einer Halogenlampe im Rahmen 
der PDT erfolgreich F. nucleatum und P. gingivalis in vitro im Wachstum 
hemmt. Dieses Ergebnis stützt die Erkenntnisse anderer Forschungsgruppen, 
die ebenfalls mit Licht im blauen Spektralbereich experimentieren und für 
verschiedene photoaktive Substanzen, wie z. B. für Porphyrine oder 
Aminolävulinsäure (ALA) eine antibakterielle Wirkung auf Gram-negativen 
Bakterien nachweisen konnten (Fotinos 2008) 
Licht im blauen Bereich des Spektrums wurde bereits in einigen Studien 
angewendet. Feuerstein et al (2004) hat die Wirkung des blaues Lichts von 
drei verschiedenen Lichtquellen auf Bakterien der Mundhöhle untersucht. Die 
Anwendung von Energiedichten von 16-62 J/cm² fϋhrte zur Eliminierung der 
Gram-negativen, parodontopathogenen Bakterien F. nucleatum und 
P. gingivalis. Soukos et al (2005) zeigte ebenfalls dass, die Anwendung des 
blaues Lichts (380-520 nm), das Wachstum von P. ginigivalis von 22.75-
98.5 % hemmt, und gleichzeitig die Bakterien Prevotella intermedia und 
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Prevotella nigrescens komplett supprimiert. Fukui et al. (2008) wiesen eine 
Reduktion der Vitalität von P. gingivalis nach der Bestrahlung für 38-300 
Sekunden mit blauem Licht im 400-410 nm Spektralbereich um 75% nach.  
In den meisten Untersuchungen wurden jedoch höhere Energiedichten 
(50-300 J/cm2) als in der vorliegenden Studie (14 J/cm2) verwendet (Rovaldi 
2000, Langmach 2001, Feuerstein 2004). Intention war die Vermeidung einer 
Überhitzung durch höhere Energieraten bei gleichzeitig geringeren 
Expositionszeiten. Die relativ geringe Energiedichte in der vorliegenden 
Studie war bei einer Belichtungszeit von 20 Sekunden ausreichend für den 
antibakteriellen Effekt ohne deutliche Erwärmung des verwendeten Mediums. 
Mehrere Substanzen wurden im Rahmen der PDT untersucht: 
Hematoporphrin HCL, Phthalocyanine, Chlorine e6-pentalysin konjugierte und 
Aminolävulinsäure (5-ALA). Die vorliegende Studie wies nun erstmals den 
antibakteriellen Effekt von Ru-Derivaten auf parodontopathogenen 
Bakterienspezies nach. 
Ruthenium, als chemisches Element, ist ein Metall und gehört zur Platin 
Gruppe. Es formt Polypyridine Komplexe, wie bipyridine und terpyridine. 
Ruthenium-Polypyridil Komplexe sind bekannt als phototoxische Substanzen 
fϋr die Photodynamische Therapie im Rahmen der Anti-Krebs-Therapie 
(Smith 2011, Howerton 2012). Der bekannteste Komplex ist 
tris(bipyridine)ruthenium(II) chloride. Monro et al. (2011) zeigten außerdem, 
dass Ruthenium-Derivate mit 1,10 phenanthroline Liganden in einer 
Konzentration von 5-20 mM eine Toxizität auf Zellen ausϋben, nach 
Aktivierung mit einer entsprechenden Lichtquelle. Derartige Ruthenium-
Derivate wurden in ähnlichen Konzentrationen in der vorliegenden Studie 
angewendet. Ruthenderivate sind bisher auch für ihren Gebrauch bei der 
photodynamischen Desinfektion von Wasser bekannt (Villen 2006).  
In der vorliegenden Studie wirkte jedoch nur eines der drei untersuchten 
Derivate signifikant phototoxisch und zwar das zweiwertige, hydrophobe 
Kation [ tris-(4,7-diphenyl-1,10-phenanthroline)-ruthenium(II)-dication], kurz 
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RD3 genannt. Dies ist vermutlich auf die Bindungsfähigkeit und die 
Bindungsstärke an die Bakterienzellwand zurückzuführen, welche für den 
Effekt der PDT von entscheidender Bedeutung ist (Demidova 2005). 
Möglicherweise bindet sich das positiv geladene, hydrophobe Molekül von 
RD3 besser an die negativ geladene Bakterienzellwand als die beiden 
anderen Substanzen.  
Ebenso spielt die Menge der gebildeten freien Sauerstoffradikale für den 
phototoxischen Effekt eine wichtige Rolle, da diese die Stabilität der Zellwand 
beeinflussen. Für RD3 konnte nachgewiesen werden, dass es nach 
Aktivierung höhere Mengen an Sauerstoffradikalen produziert als das 
Rutheniumderivat RBY (Quantenausbeute von 1O2 Produktion: RBY:0.73 in 
CH3OH Lösung und 0.22 in H2O, RD3 und RSD3: 1.0 in CH3OH Lösung und 
0.43 in H2O) (Garcia-Fresnadillo 1996). Obwohl RD3 und RSD3 ähnliche 
Sauerstoffradikalmengen produzieren, ist deren phototoxischer Effekt 
unterschiedlich. Es könnte die Penetration durch die Bakterienzellwand eine 
wichtige Rolle spielen, die möglicherweise für RD3 günstiger ausfällt (Dahl 
1989, Killing 2001).  
Außerdem wurden in der vorliegenden Studie zwei verschiedene 
Behandlungsverfahren untersucht, (1) mit Entfernung ungebundener PS-
Moleküle durch einen Waschschritt mit PBS und (2) ohne Waschschritt. 
Besonders für P. gingivalis beeinflusste diese Vorgehensweise die Wirkung 
der PDT. In dem Untersuchungsansatz mit dem Waschschritt konnte eine 
deutliche phototoxische Wirkung nachgewiesen werden, während der Ansatz 
ohne PBS-Spülung nahezu ohne antibakteriellen Effekt der PDT blieb.  
Möglicherweise wirken freie PS-Moleküle wie ein Filter, der die Menge des 
auftreffenden Lichtes auf die Bakterienzellwand vermindert (Merchat 1995). 
Erstaunlicherweise war der Waschprozess aber für den Effekt auf 
F. nucleatum ohne Bedeutung. Es wäre daher denkbar, dass das 
Bindungsvermögen der Photosensitizer auch von der jeweiligen 
Bakterienspezies abhängig ist und spezifische Unterschiede aufweist. 
Dennoch konnten Matevski et al. (2003) ebenfalls nachweisen, dass ein 
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Waschschritt und die damit verbundene Entfernung freier Proteine aus dem 
Medium einen stärkeren antibakteriellen Effekt der anschließenden PDT auf 
P. gingivalis bewirkte. Das Kulturmedium für P. gingivalis enthält 
normalerweise Plasmaproteine, die Licht absorbieren oder reflektieren 
könnten. Denkbar wäre auch ein Anheften dieser Proteine an die 
Bakterienoberfläche und ein damit verbundener Schutz vor dem Lichteinfluss. 
Vor diesem Hintergrund erscheint ein Spülschritt vor der eigentlichen PDT-
Behandlung auch in der klinischen Anwendung als sinnvoll, da in der 
Sulkusflüssigkeit ebenfalls Proteinbestandteile vorkommen. Derartige 
Spϋllungsprozesse des Sulkus fϋr 1 Minute mit Sodiun-Chloride Lösung sind 
bereits in der Literatur erwähnt worden (Bhatti 1998) 
Die vorliegende Studie zeigte die Phototoxische Wirkung des Ruthenium 
Photosensitizers RD3 auf die zwei parodontopathogenen Bakterien 
F. nucleatum und P. gingivalis, nach der Aktivierung mit einer Halogen Lampe 
in vitro. Es sollte zukünftig untersucht werden, ob auch für die Kombination 
des Ruthenium-Photosensitizers und des blauen Lichts eine Wirkung auf 
parodontalpathogene Spezies in vivo und ähnliche Ergebnisse in der 
klinischen Anwendung zu erzielen sind. 
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Schlussfolgerungen 
Zusammenfassend zeigt die vorliegende Studie, dass der Photosensitizer 
RD3 nach Aktivierung mit einer Halogenlampe phototoxische Effekte auf 
F. nucleatum und P. gingivalis aufweist. Damit scheint dieser Photosensitizer 
ein möglicher Kandidat für die klinische Anwendung im Rahmen der 
antimikrobielle PDT zur Behandlung der Parodontitis zu sein. 
Von den drei untersuchten Sensitizern, zeigte das hydrophobe Molekül RD3 
die beste Wirkung. Möglicherweise bindet sich das positiv geladene RD3, 
besser an die negativ geladene Bakterienzellwand als die beiden anderen 
Substanzen. 
Außerdem zeigte sich, dass die Bakterien, die nur mit dem Photosensitizer 
behandelt, jedoch nicht mit Licht aktiviert wurden und Bakterien, die nur mit 
Licht bestrahlt wurden, im Vergleich zur Kontrollgruppe (ohne Photosensitizer, 
ohne Lichtaktivierung), keine statistisch signifikante Verminderung der Vitalität 
aufwiesen. 
Die verwendete, relativ geringe, Energiedichte in der vorliegenden Studie war 
bei einer Belichtungszeit von 20 s ausreichend für den antibakteriellen Effekt 
ohne deutliche Erwärmung der Umgebung.  
In dem Untersuchungsansatz mit dem Waschschritt konnte eine deutlich 
bessere phototoxische Wirkung nachgewiesen werden. Vor diesem 
Hintergrund erscheint ein Spülschritt vor der eigentlichen PDT-Behandlung 
auch in der klinischen Praxis als sinnvoll.  
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